异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）目前已广泛应用于急性白血病（AL）、再生障碍性贫血（AA）等多种血液病的治疗。植入失败是allo-HSCT后的严重并发症。原发性植入失败是指造血未能重建，常需要二次移植；继发性植入失败是指供者细胞成功植入后再次丢失，少数患者可逐步恢复自身造血[@b1]。恶性血液病中，清髓性预处理（MAC）移植后植入失败的发生率为1%\~5%，减低剂量预处理（RIC）移植后植入失败的发生率可达5%\~20%[@b1]--[@b2]。目前已报道的植入失败的危险因素包括HLA配型不合、ABO血型不合、RIC、干细胞输注数量较少、供者年龄较大等[@b3]--[@b7]。本研究对298例接受allo-HSCT的血液病患者进行回顾性分析，探讨发生植入失败的危险因素。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：2010年1月至2018年1月在我院接受allo-HSCT且移植后未复发的298例血液病患者纳入本研究。

2．预处理方案及移植物抗宿主病（GVHD）防治：①AL患者预处理方案分为MAC及RIC两类，其中MAC 194例，RIC 53例。MAC采用Bu-Cy方案（白消安+环磷酰胺），RIC采用FAB方案（氟达拉滨+阿糖胞苷+白消安），无关供者和亲缘HLA不全相合移植在此基础上加用抗人胸腺细胞球蛋白（ATG）。②AA患者预处理方案包括Flu+Cy+ATG（氟达拉滨+环磷酰胺+ATG）与Bu+Cy+Flu+ATG（白消安+环磷酰胺+氟达拉滨+ATG）两种。采用环孢素A+霉酚酸酯+短程甲氨蝶呤进行急性GVHD预防[@b8]。

3．移植后嵌合率检测：标本经我科实验室2010年建立的单核苷酸多态性（SNP）-PCR方法[@b9]检测。每对供、患者移植前标本接受9条染色体上18个SNP位点差异初筛，针对差异位点进行实时定量PCR扩增并利用标本差异位点及内参的拷贝数计算嵌合率值。

4．造血重建定义：中性粒细胞绝对计数（ANC）≥0.5×10^9^/L连续3 d为粒细胞植活；PLT≥20×10^9^/L连续7 d且脱离血小板输注为血小板植活。

植入失败评估标准参见文献[@b10]。原发性植入失败指移植后28 d时中性粒细胞及血小板计数仍未达到造血重建标准。继发性植入失败指造血重建后再次出现持续ANC\<0.5×10^9^/L及PLT\<20×10^9^/L、伴有供者嵌合状态的丢失或无复发情况下骨髓中供者细胞嵌合率\<5%。

5．随访：随访资料来自于电话随访记录及门诊/住院病历。随访截止时间为2019年1月，中位随访时间为826（17\~2 942）d。总生存（OS）时间：造血干细胞输注至随访截止或患者死亡日期。

6．统计学处理：采用SPSS 25.0软件进行数据分析。计量资料数据以均数±标准差表示，组间比较采用*t*检验；计数资料以例数及百分比表示，组间比较采用卡方检验；生存分析采用Kaplan-Meier法，组间比较采用Log-rank检验；采用Cox回归模型进行单因素及多因素分析。选用非植入失败组嵌合率的第5百分位数作为嵌合率分界值。所有检验结果均以双侧*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．患者特征：男160例，女138例，中位年龄34（11\~72）岁。急性髓系白血病（AML）143例，急性淋巴细胞白血病（ALL）104例，AA 51例。HLA配型高分辨10/10位点相合同胞供者127例，亲缘HLA不全相合供者50例，HLA配型高分辨10/10位点相合无关供者78例，HLA不全相合无关供者43例。供受者ABO血型相合163例，血型不合135例。全部298例患者中，17例（5.70%）发生植入失败，其中原发性植入失败5例（1.67%），继发性植入失败12例（4.03%）。继发性植入失败中位诊断时间为移植后125（72\~182）d。所有患者3年OS率为（76.7±2.6）%。植入失败组与非植入失败组临床资料见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 异基因造血干细胞移植后植入失败组与非植入失败组的临床特征

  临床特征                                           植入失败组（17例）    非植入失败组（281例）   统计量           *P*值            
  -------------------------------------------------- --------------------- ----------------------- ---------------- ---------------- -------
  性别［例（%）］                                                                                  *χ*^2^＝0.004    0.949            
                                                     男                    9（52.9）               151（53.7）                        
                                                     女                    8（47.1）               130（46.3）                        
  中位年龄［岁，*M*（范围）］                        36（15～54）          34（11～72）            *t*＝0.620       0.536            
  疾病类型［例（%）］                                                                                                                
                                                     急性白血病            10（58.8）              237（84.3）      *χ*^2^＝5.670    0.017
                                                     再生障碍性贫血        7（41.2）               44（15.7）                         
  供者来源［例（%）］                                                                                                                
                                                     亲缘供者              9（52.9）               168（59.8）      *χ*^2^＝0.311    0.577
                                                     非血缘供者            8（47.1）               113（40.2）                        
  供者性别［例（%）］                                                                                                                
                                                     相合                  12（70.6）              158（56.2）      *χ*^2^＝0.580    0.446
                                                     不相合                5（29.4）               123（43.8）                        
  供者年龄［岁，*M*（范围）］                        43（24～55）          33（12～61）            *t*＝2.009       0.109            
  HLA配型［例（%）］                                                                                                                 
                                                     全相合                9（52.9）               196（69.8）      *χ*^2^＝2.110    0.146
                                                     不全相合              8（47.1）               85（30.2）                         
  供患者ABO血型［例（%）］                                                                                                           
                                                     相合                  9（52.9）               154（54.8）      *χ*^2^＝0.580    0.446
                                                     不合                  8（47.1）               127（45.2）                        
  预处理方案［例（%）］                                                                                                              
                                                     RIC                   5（29.4）               48（17.1）       *χ*^2^＝20.518   0.001
                                                     MAC                   5（29.4）               189（67.3）                        
                                                     Flu+Cy+ATG            7（41.2）               21（7.4）                          
                                                     Bu+Cy+ Flu+ATG        0（0）                  23（8.2）                          
  MNC输注量［×10^8^/kg，*M*（范围）］                5.32（1.13～13.47）   5.95（0.95～14.94）     *t*＝0.161       0.070            
  CD34^+^细胞输注量［×10^6^/kg，*M*（范围）］        2.32（0.85～16.10）   3.78（0.52～20.48）     *t*＝1.133       0.006            
  +15 d嵌合率［%，*x*±*s~E~*］                       88.93±13.87           95.18±8.18              *t*＝2.839       0.001            
  +15 d中性粒细胞绝对计数［×10^9^/L，*M*（范围）］   0.74（0.00～7.73）    2.51（0.00～12.60）     *t*＝0.380       0.029            
  +15 d血小板计数［×10^9^/L，*M*（范围）］           8（4～190）           56（1～359）            *t*＝0.779       0.012            
  3年总生存率（%，*x*±*s~E~*）                       47.1±1.2              78.6±2.6                *χ*^2^＝14.253   0.001            

注：AL：急性白血病；AA：再生障碍性贫血；RIC：减低剂量预处理；MAC：清髓性预处理；MNC：单个核细胞；Bu：白消安；Flu：氟达拉滨；Cy：环磷酰胺；ATG：抗人胸腺细胞球蛋白

AA组植入失败发生率高于AL组\[13.7%（7/51）对4.0%（10/247），*P*=0.007\]。供者年龄\>40岁组（87例）植入失败发生率高于供者年龄\<40岁组（211例）（10.3%对3.7%，*P*=0.025）。247例AL患者中，RIC预处理组（53例）的植入失败发生率高于MAC预处理组（194例）（9.4%对2.6%，*P*=0.040）。51例AA患者中，Flu+Cy+ATG预处理组（28例）的植入失败发生率高于Bu+Cy+ Flu+ATG预处理组（23例）（26.9%对0，*P*=0.010）。

2．影响植入失败的危险因素分析：单因素分析显示，患者年龄、供者类型、供患者性别相合/不合、血型相合/不合、HLA配型、输注单个核细胞数量、+15 d中性粒细胞绝对计数、+15 d血小板计数等均不是影响植入失败的危险因素。患者疾病类型、供者年龄、CD34^+^细胞输注量、+15 d嵌合率为植入失败发生的影响因素（*P*\<0.05）。多因素分析结果显示，CD34^+^细胞输注量\<2.00×10^6^/kg（*HR*=3.831，95%*CI* 1.222\~12.048，*P*=0.021）、+15 d嵌合率\<87.89%（*HR*=5.649，95%*CI* 1.671\~19.094，*P*=0.005）是发生植入失败的独立危险因素，详见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 异基因造血干细胞移植术后植入失败影响因素分析

  因素                                                   单因素分析               多因素分析                            
  ------------------------------------------------------ ------------------------ ------------ ------------------------ -------
  患者年龄                                               0.987（0.947～1.029）    0.535                                  
  疾病类型（AL，AA）                                     3.773（1.362～10.416）   0.011        2.621（0.808～8.497）    0.112
  供者来源（亲缘，无关）                                 0.757（0.283～2.020）    0.578                                  
  供者性别（相合，不合）                                 1.513（0.517～4.426）    0.449                                  
  供者年龄（\<40岁，≥40岁）                              3.000（1.106～8.135）    0.031        2.111（0.664～6.711）    0.205
  HLA配型（全相合，不全相合）                            0.488（0.182～1.308）    0.154                                  
  ABO血型（相合，不合）                                  1.384（0.519～3.691）    0.516                                  
  MNC输注量（10^8^/kg）                                  0.982（0.792～1.218）    0.871                                  
  CD34^+^细胞输注量（≥2.00×10^6^/kg，\<2.00×10^6^/kg）   4.522（1.658～12.334）   0.003        3.831（1.222～12.048）   0.021
  +15 d供者细胞嵌合率（≥87.89%，\<87.89%）               6.275（2.214～17.786）   0.001        5.649（1.671～19.094）   0.005
  +15 d中性粒细胞绝对计数（×10^9^/L）                    1.129（0.848～1.503）    0.407                                  
  +15 d血小板计数（×10^9^/L）                            1.003（0.994～1.012）    0.514                                  

注：AL：急性白血病；AA：再生障碍性贫血

3．AL与AA患者植入失败影响因素分析：由于原发病种类对预处理方案选择有一定的影响，我们进一步对AL和AA分组，对预处理方案等上述因素进行分析。如[表3](#t03){ref-type="table"}所示，AL患者单因素及多因素分析结果与分组前一致，且RIC方案是发生植入失败的独立危险因素。而对AA患者，CD34^+^细胞输注量\<2.00×10^6^/kg、+15 d嵌合率\<87.89%是发生植入失败的独立危险因素（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### 急性白血病与再生障碍性贫血患者植入失败影响因素分析

  因素                     单因素分析                                             多因素分析                                                
  ------------------------ ------------------------------------------------------ ------------------------ ------- ------------------------ -------
  急性白血病（247例）                                                                                                                       
                           供者年龄（\<40岁，≥40岁）                              3.260（1.223～8.689）    0.018   0.539（0.142～2.050）    0.364
                           CD34^+^细胞输注量（≥2.00×10^6^/kg，\<2.00×10^6^/kg）   1.271（1.016～1.652）    0.046   3.226（1.148～9.091）    0.026
                           +15 d嵌合率（≥87.89%，\<87.89%）                       9.727（2.612～36.231）   0.001   7.065（1.672～29.843）   0.008
                           预处理方案（MAC，RIC）                                 3.937（1.095～14.154）   0.036   5.181（1.274～21.277）   0.022
  再生障碍性贫血（51例）                                                                                                                    
                           供者年龄（\<40岁，≥40岁）                              2.873（1.063～7.768）    0.038   4.792（0.806～28.476）   0.085
                           CD34^+^细胞输注量（≥2.00×10^6^/kg，\<2.00×10^6^/kg）   5.833（1.084～31.377）   0.040   5.649（1.136～31.744）   0.025
                           +15 d嵌合率（≥87.89%，\<87.89%）                       1.053（1.109～1.100）    0.017   1.663（1.107～7.105）    0.039
                           预处理方案（Bu+Cy+ Flu+ATG，Flu+Cy+ATG）               0.998（0.986～1.007）    0.446                             

注：MAC：清髓性预处理；RIC：减低剂量预处理；BU：白消安；Cy：环磷酰胺；Flu：氟达拉滨；ATG：抗人胸腺细胞球蛋白

4．植入失败患者的处理及转归：至随访截止，5例原发性植入失败患者中，2例接受二次移植，1例接受冻存供者细胞输注，1例接受间充质干细胞（MSC）输注，1例接受输血支持治疗。5例患者干预治疗后均未获得有效造血重建，最终均在移植后1年内死于感染。

12例继发性植入失败患者中，3例接受二次移植，其中2例未获造血重建，死于感染，1例存活；5例接受MSC输注治疗，4例存活，1例死于急性肾损伤；2例接受冻存供者细胞输注，1例接受冻存供者细胞+MSC输注，均存活；1例仅输血支持治疗，死于感染。

5．植入失败患者与非植入失败患者的转归：至随访截止，5例原发性植入失败患者全部死亡，12例继发性植入失败患者中4例死亡。植入失败组、非植入失败组3年OS率分别为（47.1±12.1）%、（78.6±2.6）%（*P*=0.001）（[图1](#F1){ref-type="fig"}）。

![植入失败组及非植入失败组的总生存曲线](cjh-41-01-064-g001){#F1}

讨论 {#s3}
====

植入失败是allo-HSCT后的严重致死性并发症之一，其发生率为5%\~20%[@b11]--[@b12]。植入失败常表现为持续全血细胞严重减低，预后极差，即使二次移植挽救治疗后，3年OS率低于30%[@b13]。在本研究中，我们回顾性分析了2010年1月至2018年1月我科行首次allo-HSCT的298例血液病患者，其中17例（5.7%）发生植入失败（继发性植入失败12例，原发性植入失败5例）。因发生植入失败患者的例数较少，且目前尚无证据显示原发性植入失败及继发性植入失败发生机制存在差异[@b10],[@b14]，因此我们将原发性植入失败（5例）及继发性植入失败（12例）合并分析。

既往对疾病类型及植入失败发生情况的研究相对较少，Olsson等[@b1]的研究结果显示，非恶性血液病和代谢性疾病患者行allo-HSCT后发生植入失败的风险较高。本组AA患者植入失败的发生率为13.7%，AL患者植入失败率为4.0%，差异具有统计学意义（*P*=0.007）。单因素分析显示AA患者植入失败风险是AL患者的3.773倍。AA患者由于其骨髓造血功能衰竭的疾病特点更易发生植入失败。同时，原发疾病不同也可能造成移植前化疗强度的差异而间接影响植入失败的发生率。

高龄供者（年龄\>40岁）植入失败发生率高于年轻供者（年龄\<40岁）（10.3%对3.7%，*P*=0.025）。这一现象可能与高龄供者干细胞DNA甲基化修饰增多以及随着年龄增加端粒长度缩短有关[@b15]--[@b18]。本研究单因素分析显示供者年龄\>40岁是植入失败发生的危险因素（*HR*=3.000，95%*CI* 1.106\~8.135，*P*=0.031）。

多项研究表明，RIC和输注干细胞数量较少均可增加植入失败风险[@b4],[@b10],[@b19]--[@b20]。本研究AL患者中，RIC组植入失败发生率显著高于MAC组（9.4%对2.6%，*P*=0.040），多因素分析同样显示RIC是植入失败发生的不利因素（*HR*=5.181，95% *CI* 1.274\~21.277，*P*=0.022）。RIC常用于老年或患有合并症而无法耐受大剂量化疗的患者，患者体内残存的免疫细胞与输注的供者造血细胞反应而使植入失败发生率增加。本研究AA患者中，Flu+Cy+ATG预处理组、Bu+Cy+Flu+ATG预处理组植入失败发生率分别为26.9%、0（*P*=0.010），但单因素、多因素分析结果未显示预处理方案对植入失败有影响，这可能与本研究属回顾性研究且样本量有限有关。同时，移植物中干细胞的数量对移植后造血重建也有着重要的影响。Olsson等[@b10]回顾976例allo-HSCT患者的资料后发现，移植物中ANC\>2.5×10^8^/kg的患者植入失败风险降低。本研究中，CD34^+^细胞输注量\<2.00×10^6^/kg组植入失败风险显著增高（*HR*=3.831，95%*CI* 1.222\~12.048，*P*=0.021）。

此外，嵌合状态分析已经常规应用于allo-HSCT后的随访中，并被认为是监测供者细胞移植后植入的标准之一，移植后早期评估嵌合状态可以对随后发生的植入失败进行预警[@b21]--[@b24]。本研究中，+15 d嵌合率\<87.89%是植入失败的独立危险因素之一，+15 d嵌合率\<87.89%组植入失败风险高于嵌合率≥87.89%组（*HR*=5.649，95%*CI* 1.671\~19.094，*P*=0.005），加强移植后早期对嵌合状态的监测有助于早期鉴别高植入失败风险风险的患者，以便及早干预。

目前针对植入失败的治疗方法主要包括二次移植、冻存供者细胞输注、MSC输注等[@b25]--[@b26]。对于植入失败患者，尤其是严重全血细胞减少患者，尽早进行二次移植可能是最佳治疗方案，但积极治疗后患者1年OS率仍只有30%\~40%，二次移植后最常见的死亡原因是感染[@b27]。本研究中5例原发性植入失败患者均于1年内死于感染，而12例继发性植入失败患者至随访截止仍有8例存活。孙于谦等[@b13]对22例植入失败患者二次移植后疗效分析与本研究结果一致，二次移植后3年OS率为22.7%，其中12例原发性植入失败患者二次移植后全部死亡。这可能与原发性植入失败患者可能存在造血微环境损伤、造血持续低下易并发严重感染以及移植后短期内二次移植造成的移植相关死亡率高有关。

总之，植入失败是allo-HSCT后少见却预后极差的并发症，由于发生率较低，各中心对植入失败后的挽救治疗方法尚未达成共识，二次移植、冻存供者细胞输注、MSC输注等治疗后OS率仍然较低，如何早期发现并选择合适的方法治疗植入失败，仍有待对其发生机制展开更深入的研究。在结合选择适宜预处理方案以及增加输注供者干细胞数量的基础上，对于+15 d嵌合率低于87.89%的患者，应增加监测频率，以尽早发现植入失败。本研究样本量较小，未能将原发性植入失败及继发性植入失败分别讨论。此外，近年来国内外多项研究均表明，单倍型移植中，植入失败与患者体内存在抗供者不相合HLA位点抗体有关[@b28]--[@b29]。由于本研究涉及患者时间跨度长，未常规检测群体反应性抗体（PRA）及供者特异性抗体（DSA），应在今后加强相关研究。
